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Cultivo primario de Helicobacter pylori a partir de
biopsias gastricas obtenidas por endoscopia

(Primary culture of Helicobacter pylori from endoscopic gastric
biopsies)

Silvia Molina-Castro’, Christian Campos-Nufez?, Sundry Duran-Bermudez?, Manuel
Chaves-Cervantes?, Vanessa Ramirez-Mayorga®

Resumen

Objetivo: Determinar la viabilidad del cultivo de la bacteria Helicobacter pylori en Costa
Rica por medio de la documentacién de toma de muestras, la comparacion del diagnéstico
histopatolégico y la descripcion de los diagnésticos asociados a los aislamientos
obtenidos con los resultados de la ureasa rapida. Métodos: Investigacion descriptiva que
involucro a pacientes de entre los 35 y 70 anos, de ambos sexos,-que asistieron al Servicio
de Endoscopia Digestiva del Hospital Clinica Biblica entre febrero y junio del 2019 para
estudio gastroscopico. Se obtuvieron biopsias gastricas para diagndstico histopatoldgico,
prueba de ureasa rapiday cultivo de Helicobacter pylori. Para este Gltimo, se transportaron
las biopsias en un medio de transporte semisélido, se macero el tejido y se cultivo en
agar Skirrow y agar selectivo para Helicobacter; una placa de cada medio se incub6 a
37 °C en microaerofilia entre 48 horas y 10 dias. La positividad del cultivo se realiz6 por
observacion de la morfologia colonial y la bacteria se identifico por analisis microscopico
al fresco, tincién de Gram y pruebas bioquimicas (catalasa, ureasa y oxidasa).

Resultados: Se incluy6 a 44 pacientes (edad: 50.6 = 10.0, 54.5% masculinos). Se recuperd
Helicobacter pylori en biopsias de 27 pacientes (61.4% de éxito). La recuperacion de la
bacteria fue similar en el medio Skirrow y en el selectivo para Helicobacter. El porcentaje
de éxito de recuperacion semanal aument6 durante el estudio hasta alcanzar un éxito
del 100% en la semana 11. Se compar6 el cultivo con la ureasa rapida en 27 pacientes
y la concordancia entre ambos métodos fue de un coeficiente kappa de Cohen de 0.48.
El cultivo detect6 la bacteria en un 56% de los pacientes, la ureasa rapida en un 37%
y la combinacion de ambas técnicas permitio la detecciéon en un 60%. El diagnostico
endoscopico mas frecuente en los pacientes con cultivo positivo fue la gastritis
eritematosa y gastritis cronica superficial y el diagndstico histopatolégico predominante
fue gastritis crénica con atrofia gastrica. El diagnostico por cultivo coincidié con la
deteccion por azul de toluidina en un 80.4% de los casos.

Conclusiones: Se puede implementar el cultivo de Helicobacter pylori en Costa Rica. Este
estudio tuvo un porcentaje de recuperacion de la bacteria de 61.4%. La combinacién del
método de cultivo con la prueba de ureasa rapida y la deteccion histoldgica contribuye a un
diagnéstico certero y oportuno. Recomendamos que, con base en protocolos descritos en
esta investigacion, cada laboratorio estandarice las condiciones que le permitan un buen
porcentaje de recuperacién y una implementacion adaptada a sus actividades de rutina.

Descriptores: atrofia gastrica, cancer gastrico, bacteriologia, diagnéstico
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Abstract

Aim: To document the recent experiences on the implementation of sampling and
culturing Helicobacter pylori in Costa Rica, to compare it with other diagnostic methods:
rapid urease test and histopathology and to describe the diagnoses associated with the
obtained isolates.

Methods: Descriptive research involving patients who visited the digestive endoscopy
department of the Clinica Biblica hospital in San José, Costa Rica between February
and July of 2019 for gastroscopy. Gastric biopsies were obtained and histopathological
analysis, rapid urease test, and bacteriological culture for Helicobacter pylori were
performed. For culture techniques, the sample was transported in an in-house semi-solid
medium. Biopsy fragments were macerated and plated on Skirrow agar and Helicobacter-
selective in-house agar, and incubated in microaerophilic atmosphere for 48 hours to
10 days. Culture positivity was determined by observation of the colonial morphology
and microscopic observation; Gram staining and biochemical tests (urease, catalase, and
oxidase) were used for bacterial identification.

Results: 44 patients (mean aged 50.6 = 10.0 years old, 54.5% male) were included in the
study. Helicobacter pylori was recovered in biopsies from 27 patients (61.4% success rate).
Bacterial growth was similar regardless the culture medium, but the physiological state
of the bacteria was better in the Helicobacter-selective agar than in Skirrow. The weekly
recoveryrateincreased toreacha 100%recovery plateauonweek 11.Culture was compared
with the rapid urease test in 27 patients, and the concordance between both methods
using Cohen’s kappa coefficient was 0.48. Whilst the culture detected Helicobacter pylori
in 56% of the patients, and the rapid urease test in 37%, the combination of both allowed
a 60% rate. The most frequent endoscopic diagnosis in patients with positive cultures
were erythematous gastritis and chronic superficial gastritis, and the predominant
histopathological diagnosis was chronic atrophic gastritis. Culture-based diagnosis was
consistent with the histopathology detection of Helicobacter pylori in 80.4% of the cases.

Conclusions: The implementation of H. pylori culture in Costa Rica is possible. This
study had a 61.4% recovery rate. The combination of culture with rapid urease test
and histopathology increases the probability of an accurate and timely diagnosis. We
recommend that, based on previously described protocols such as ours, each laboratory
adjusts the conditions to allow a good recovery rate and implement H. pylori diagnostic
methods most suitable to their routine activities.

Keywords: gastric atrophy, gastric cancer, bacteriology, diagnostics

Fecha recibido: 27 de setiembre 2021 Fecha aprobado: 09 de agosto 2022

A nivel mundial, el cancer gastrico (CG) es el
sexto en incidencia y el tercero en mortalidad por
cancer. En Costa Rica es el cuarto cancer mas frecuente
(tasa ajustada por edad de 12,8/100 000 habitantes)
y el primero en mortalidad (tasa ajustada por edad
de 10,3/100 000 habitantes). Ademas, para 2020,
se reportaba una prevalencia de 27 casos/100 000
habitantes y proyecciones de la Agencia Internacional
de Investigacion en Cancer indican que el nimero de

casos nuevos en Costa Rica se duplicara para 2040.! E1
porcentaje de sobrevida global a 5 anos para pacientes
con CG en Costa Rica es de 41%.? La mayoria de los
tumores en estémago corresponde a adenocarcinomas
gastricos (ACG), clasificados histolégicamente
(clasificacion de Lauren) en dos tipos: difuso e
intestinal. El ACG difuso se relaciona principalmente
con mutaciones en CDHI (E-cadherina).> El ACG
de tipo intestinal es el resultado de una serie de
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lesiones precancerosas conocidas como la cascada
de Correa, que describe la transformacion desde una
mucosa gastrica normal hasta el carcinoma in situ.*
El principal factor de riesgo asociado al ACG de tipo
intestinal es la infeccién con la bacteria Helicobacter
pylori (H. pylori).> Sin embargo, solamente un pequeno
porcentaje de los individuos infectados con H. pylori
desarrolla un cuadro maligno,® por lo que la infeccién
no es un factor predictivo, sino una variable que
se combina con factores genéticos y ambientales
para favorecer la aparicion de las lesiones. Las guias
internacionales indican la erradicacion de H. pylori
cuando existe dispepsia, lesiones precancerosas,
tlceras y antecedentes familiares de CG.”

Para el diagnostico de H. pylori, existen
pruebas no invasivas (ureasa en aliento o prueba
de antigeno en heces), pero a veces es imperativo el
diagnostico por endoscopia del tracto digestivo alto:
en poblaciones de baja prevalencia de la infeccién,
pacientes dispépticos con antecedentes familiares de
CG y edad avanzada, si no hay contraindicaciones.’
De elegirse este método, se recomienda la toma
de dos biopsias de antro, dos de cuerpo y una de la
incisura para la deteccion de lesiones precancerosas.?
La deteccion de H. pylori se realiza mediante una
tincion histoquimica convencional. Se recomienda
el uso de inmunohistoquimica cuando hay mucha
gastritis crénica activa, ya que se requiere una mayor
sensibilidad. De igual forma, también se puede
recurrir a una prueba de ureasa rapida (RUT) como
diagnostico de primera linea, ya que es una prueba
de alta sensibilidad y especificidad. La sensibilidad
de la prueba aumenta si se toman dos biopsias, una
de cuerpo y una de antro.’

De previo arealizar las pruebas de deteccionde H.
pylori, invasivas o no, debe suspenderse el tratamiento
con inhibidores de bombas de protones (IBP) por al
menos dos semanas y con antibidticos y compuestos
de bismuto, por al menos cuatro semanas.’

El cultivo de H. pylori puede ser necesario cuando
los pacientes presentan resistencia a tratamiento
y se requiere realizar una prueba de sensibilidad
a antibidticos, asi como para obtener los datos
poblacionales de los niveles de resistencia que definen
la seleccion del tratamiento empirico. Este método no
se hace de rutina en los laboratorios de bacteriologia
en Costa Rica, probablemente porque presenta varios
desafios. El primero de ellos, es la propia toma de la
muestra, que debe efectuarse por endoscopia ya que

se requiere una biopsia de la mucosa gastrica. La
endoscopia, si bien es un proceso de riesgo minimo,
es invasiva. Durante el proceso de toma de la muestra,
se pueden introducir microorganismos provenientes
del tracto digestivo superior, el tracto respiratorio y la
cavidad bucal, por lo que hay una alta probabilidad de
contaminacion. H. pylori es una bacteria microaerofilica
que requiere de concentraciones de oxigeno menores
al 5% para sobrevivir, lo cual complica su cultivo y hace
que no sea una metodologia que cualquier laboratorio
de bacteriologia pueda implementar.

Esta investigacién se llevo a cabo con el objetivo
de documentar las experiencias de la implementacion
de toma de muestra y cultivo de la bacteria H. pylori
en una pequena muestra de pacientes en Costa
Rica, para compararlo con otras pruebas utilizadas
actualmente en la rutina clinica (RUT y diagnostico
histopatoldgico) y describir los diagndsticos asociados
con los aislamientos obtenidos.

Métodos

Seleccion de pacientes. Se incluyo a pacientes
costarricenses de entre los 35y 70 anos, de ambos sexos
y sin distincién de etnia, quienes asistieron al Servicio
de Endoscopia Digestiva del Hospital Clinica Biblica
entre febrero y junio del 2019 por necesidad clinica
de endoscopia de tracto gastrointestinal superior y
quienes aceptaron participar en el estudio mediante
un consentimiento informado. El proyecto conté con la
aprobacién del Comité Etico Cientifico de la UCR.

Se excluy6 a aquellas personas que
presentaban alguna de las siguientes enfermedades
o caracteristicas: linfoma de MALT, dlcera duodenal,
operaciones por enfermedad remanente (cirugia
previa por CG o tumores gastricos secundarios),
haber tomado tratamientos contra H. pylori en los
ultimos 30 dias o IBP en los altimos 14 dias.

Endoscopia de tracto digestivo superior.
La sedacion de los pacientes se realizd6 con
propofol endovenoso a dosis estandar. Se realizo
un procedimiento diagnostico de endoscopia de
tracto digestivo superior con equipos de endoscopia
Pentax 7010 (Pentax Medical, Tokio, Japén).

Muestras de tejido y diagnoéstico
endoscdpico. Se tomaron seis muestras de tejido
fresco de mucosa gastrica de aproximadamente 0,5
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cm?® y distribuidas de la siguiente manera: dos de
antro, dos de cuerpo y una de la incisura angular,
para su evaluacion histologica segtin el protocolo
de Sidney.® El diagnéstico endoscopico fue asignado
seglin la lesion mas grave detectada. La biopsia
para cultivo de H. pylori fue tomada del antro en
zonas donde se observaron cambios de inflamacion
crénica, cambios de patrén de cripta llena o areas
con gastritis en patréon nodular y se evitaron zonas
con metaplasia intestinal (MI).

Diagnoéstico histopatoldgico. Las biopsias
fueron incluidas en parafina y se elaboraron dos
laminas por zona, de las cuales una fue tenida con
hematoxilina-eosina, segiin los métodos de rutina
para la evaluacion histoldgica, y la otra con azul de
toluidina para el diagnéstico de H. pylori.

Prueba de ureasa rapida. El resultado de
la RUT fue consultado del reporte del diagndstico
endoscopico de los pacientes cuya muestra dio un
cultivo positivo por H. pylori. Solo se realizé para
los pacientes que tenian la prueba indicada por
el médico tratante. El resultado reportado para la
prueba es positivo o negativo.

Transporte de las biopsias. Se elabor6 un
medio de transporte semisélido con 7.5 g de agar
Brucella (Oxoid, Hampshire, Reino Unido), 6.3 g

de caldo infusion cerebro-corazén (BHI, Oxoid,
Hampshire, Reino Unido) y 1 vial de suplemento
selectivo para H. pylori (Oxoid, Hampshire, Reino
Unido), anadido posterior a la esterilizacion. Las
muestras se mantuvieron en refrigeracién (4-
8°C), se transportaron a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) y fueron procesadas
dentro de las 8 horas posteriores a su obtencion.

Cultivo. La biopsia fue macerada con 0.4
mL de caldo BHI en un tubo cénico de 1.5 mL con
un pistilo plastico estéril. Se distribuyé 0.1 mL del
macerado en cuatro placas: dos de agar Skirrow!®
y dos de medio selectivo para Helicobacter (base
anaerobia Wilkins-Chalgren suplementada con
suplemento selectivo para H. pylori y 10% sangre
humana).!! La composicién de ambos medios se
muestra comparativamente en el Cuadro 1. La
sangre humana utilizada se obtuvo bancos de sangre,
de unidades expiradas de glébulos rojos empacados.
Una placa de cada medio se incub6 en una jarra
de 2.5 L y se colocaron sobres generadores de dos
atmosferas distintas: microaerofilia con CampyGen
y anaerobiosis generada con AnaeroGen, a 37°C
y por al menos 48 horas y hasta 10 dias. Todos los
medios de cultivo, asi como los sobres generadores
de atmosfera eran de la marca Oxoid (Hampshire,
Reino Unido). La positividad del cultivo y la presencia
de contaminantes se evaluaron cualitativamente

Cuadro 1. Composicion detallada de los medios de cultivo utilizados en el estudio para cultivar Helicobacter pylori

Medio Skirrow

Medio casero para Helicobacter pylori

Base

Componentes (concentracion g/mL)
Agar (10)
NacCl (5)
Almidon (1)

pH 7.3
Sangre suplementaria

Antimicrobianos (concentracion en mg/L)

Agar Columbia
Peptona especial (23)

10% de sangre de caballo lisada

Vancomicina (10)
Trimetoprim (5)
Polimixina B (2500%*)

Agar Wilkins Chalgren

Hidrolizado enzimatico de caseina (10)
Peptona de carne (10)

Agar (10)

Extracto de levadura (5)

NacCl (5)

Dextrosa (1)

L-Arginina (1)

Piruvato de sodio (1)

Hemina (0.005)

Menadiona (0.0005)

7.1
10% de sangre humana

Vancomicina (10)
Trimetoprim (5)
Cefsulodina (5)
Anfotericina B (5)

*UI/L: unidades internacionales por litro
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mediante la observacién de la morfologia colonial.
H. pylori presenta colonias puntiformes de
aproximadamente 1 mm de didmetro, incoloras y
lisas, sin presencia de hemolisis. El porcentaje de
recuperacion de cultivo se obtuvo dividiendo el
numero de cultivo positivo por H. pylori entre el total
de muestras procesadas.

Identificacion de H. pylori. Los crecimientos
bacterianos obtenidos se identificaron con las pruebas
habituales para H. pylori',, la observaciéon morfologica
al fresco en solucion fisioldgica (movilidad y morfolo-
gia), con tincion de Gram (morfologia bacilar helicoi-
dal y tincion Gram negativa) y pruebas bioquimicas:
actividad ureasa positiva en caldo urea de Steward,
catalasa positiva con perdéxido de hidrégeno y oxidasa
positiva en tiras (Oxoid, Hampshire, Reino Unido).

Analisis estadisticos. Todos los analisis inclui-
dos en el estudio se ejecutaron utilizando el software
GraphPad Prism version 9.4.0 para Windows (Gra-
phPad Software LLC, San Diego, CA). Para el analisis
de normalidad de los datos demograficos se empled la
prueba de Shapiro-Wilks. Para el andlisis de variables
dicotémicas se usaron pruebas t no pareadas por el
método de Holm-Sidak. La comparacién entre el cul-
tivo y la prueba de ureasa rapida se efectué mediante
una tabla de contingencia y se calcul6 la concordancia
con el coeficiente kappa de Cohen.

Resultados

Caracteristicas demograficas de los
pacientes. Se incluy6 a 44 pacientes, de los cuales
24 (54.5%) fueron hombres. Las edades de los
participantes se encontraban entre los 36 y 70
anos, con una media de 50.6 * 10.0. Estratificada
por sexo, en las mujeres la edad media fue de 50.7
* 10.4 (rango: 36-70) y en los hombres, 50.5 * 9.9
(rango: 36-68). Tanto las edades totales como las
estratificadas por sexo presentaron una distribucién
normal (p>0.05 en la prueba de Shapiro-Wilks).

Cultivo de Helicobacter pylori. De las 44
biopsias cultivadas, se logr6 recuperar H. pylori en 27,
lo cual representa un 61.4% de éxito. Durante los dos
primeros meses del estudio, las biopsias se cultivaron
tanto en atmosfera microaerofilica como anaerobia
y, aunque no se observo diferencia en la positividad
del cultivo entre ambas; no obstante, si se evidencio
un crecimiento mas débil y un estado fisioldgico
suboptimo de la bacteria en atmdsfera anaerobia, por

lo que se decidi6 continuar el cultivo en condiciones
de microaerofilia. No se aprecié una diferencia en
la positividad del cultivo entre medios de cultivo,
el Skirrow y el medio selectivo para Helicobacter;
sin embargo, el crecimiento de H. pylori en el medio
Skirrow fue menos abundante, pero también lo fue
el de los contaminantes. Al andlisis, se observo que
el porcentaje de éxito de recuperacion semanal fue
aumentando durante las primeras 5 semanas, con
una pequena disminucion en las semanas 6 y 7, para
luego alcanzar una meseta con un éxito del 100%
después de la semana 11 (Figura 1).

[ Cultivo negativo
B Cultivo positivo

-=- Efectividad

Numero de biopsias
procesadas
ugpesadniai ap %

1 2 3 4 5 6 7 11 13 14 15 16 17 19 20 21

Semanas

Figura 1. Evolucion temporal de la cantidad de biopsias procesadas y
el porcentaje de positividad del cultivo de Helicobacter pylori a partir de
biopsias gastricas. El porcentaje de efectividad del cultivo increment6
hasta alcanzar un 100% a partir de la semana 11 debido a una mejor
seleccion de los pacientes a los cuales se les tom6 muestras.

Comparacion del cultivo con la prueba de
ureasa rapida. Se cont6 con resultado de la RUT
para 27 de los sujetos con biopsia positiva para cul-
tivo. El cultivo de la bacteria fue positivo en 9 de los
10 pacientes con RUT positiva. En los pacientes con
RUT negativa, se recupero la bacteria en 6 de 17. Se
obtuvieron resultados similares en ambas pruebas
en un 74% (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tabla de contingencia para los resultados
obtenidos al analizar las biopsias por dos métodos de
deteccion de H. pylori sobre biopsia: prueba de ureasa
répida y cultivo

Cultivo de H. pylori

Prueba, d.e ()" Total
ureasa rapida
Positivo  Negativo
Positiva 9 (33.3) 1(3.7) 10 (37.0)
Negativa 6 (22.2) 11 (40.7) 17 (63.0)
Total 15(55.5)  12(44.4) 27 (100.0)

*Porcentaje del gran total de muestras
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La combinacién de ambos métodos, es decir,
catalogar como positivo a un paciente con cual-
quiera de las pruebas positivas, permitié una de-
teccion de la bacteria en un 60% de los casos, mien-
tras que el cultivo por si solo detecté en un 56% y la
RUT por si sola en un 37%. Se calcul6 la concordan-
cia entre ambos métodos mediante el coeficiente
kappa de Cohen, que arroj6 un resultado de 0.48.

Diagnoéstico endoscopico. Se les realizé el
diagnéstico endoscopico a todos los sujetos incluidos
en el estudio. El resultado del cultivo segin Ila
patologia diagnosticada se muestra en la Figura 2. Las
lesiones mads frecuentes fueron gastritis eritematosa,
gastritis cronica superficial, gastritis erosiva y lesiones
esofagicas. Se observo una mayor cantidad de cultivos
positivos por H. pylori en las muestras de pacientes
con diagndstico de gastritis eritematosa (p=0.007) y
gastritis crénica superficial (p=0.008).

W H. pylori +
— O H. pylori -

Nimero de biopsias
procesadas

Diagndstico endoscdpico

Figura 2. Resultado del cultivo de Helicobacter pylori segin el
diagnostico endoscépico. La mayor parte de los cultivos positivos
se obtuvieron en pacientes con gastritis cronica superficial y
gastritis eritematosa. *p < 0.05, **p < 0.01

Diagnésticos histopatolégicos. Se realizo el
diagndstico histopatoldgico en cuerpo, incisura y
antro para 25 de las 27 biopsias con cultivo positivo
para H. pylori. Dos muestras fueron excluidas debido
a que no fue posible realizarles el diagnostico
histopatolégico. Todas las biopsias con cultivo
positivo presentaron gastritis cronica, mientras
que un 80% presentd atrofia en antro y un 92% en
incisura. Solamente un 12% de los pacientes con
cultivo positivo presentaron MI, mayoritariamente
en la incisura.

De las 25 biopsias con cultivo positivo por H.
pylori y analisis histopatolégico, 21 dieron positivo
por ambos métodos. Se presentaron cuatro casos en

los que la tincién por azul de toluidina no permitié
detectar la presencia de la bacteria, mientras que si
se detecté mediante el método de cultivo. Todos es-
tos casos presentaron un diagnoéstico histolégico de
gastritis crénica, tres de ellos con atrofia. No hubo
casos en los que se detectara la bacteria por el mé-
todo de tincién y no se lograra cultivar.

Discusion

Esteestudiose practicosobrebiopsiasobtenidas
en una muestra de pacientes costarricenses adultos,
con una distribucién balanceada entre hombres y
mujeresy con edades promedio similares entre ambos
grupos. Se trata de un grupo pequeno de pacientes
que acude al servicio de endoscopia de un hospital
privado por eleccién propia o por indicacion de su
médico de cabecera. El fin fue determinar la viabilidad
del cultivo de la bacteria H. pylori en Costa Rica por
medio de la documentaciéon de toma de muestras,
la comparacion del diagnostico histopatolégico y
la descripcion de los diagnosticos asociados a los
aislamientos obtenidos conlosresultados delaureasa
rapida. Se pretende que los protocolos y resultados
estén disponibles para que otros laboratorios a
nivel nacional y regional incursionen en el cultivo
primario de H. pylori a partir de biopsias gastricas
obtenidas por endoscopia. El aumento de los niveles
de resistencia a antimicrobianos por parte de H.
pylori tiene como consecuencia una disminucién en
el éxito del tratamiento de erradicacion, que consiste
en una combinacion de dos o tres antimicrobianos,
junto con un IBP, por periodos de 10 a 14 dias, lo
que constituye un régimen dificil para el paciente.’
El cultivo de H. pylori permite realizar la prueba
de sensibilidad a antimicrobianos (PSA) y obtener
informacion adicional sobre la bacteria, como las
caracteristicas de virulencia.'*"°

La experiencia del endoscopista en la toma de
muestra es fundamental, ya que la distribucién de
H. pylori en la mucosa estomacal no es homogénea,
por lo que debe procurarse la toma de biopsias
de los sitios con mayor probabilidad de carga
bacteriana y evitar, para fines de cultivo, la toma
de muestras en sitios de atrofia o MI. Se debe
favorecer la obtencion desde sitios que muestran
datos inflamatorios sugestivos de infeccion por H.
pylori como el patrén de cripta llena, por ejemplo.
Algunos autores sugieren que para cultivo deben
tomarse dos biopsias de antro y dos de cuerpo.!!
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En la recuperacion de aislamientos bacteria-
nos a partir de muestras clinicas, se debe tomar en
cuenta el transporte de la muestra.'® Existen me-
dios comerciales para el transporte de las biopsias;
sin embargo, son de dificil obtencién en Costa Rica
debido a que no se utilizan de forma rutinaria, ade-
mas de ser onerosos. Por lo tanto, desarrollamos
una formulacion semisélida, descrita como ade-
cuada para el transporte de muestras de H. pylori
y otras bacterias.!” Se suplementé con un coctel
de antibidticos selectivo para Helicobacter, debi-
do a que usualmente la muestra presenta una alta
contaminacién con otras bacterias y levaduras del
tracto gastrointestinal, lo que representa uno de los
factores que mas frecuentemente comprometen el
éxito del aislamiento. Los antibidticos utilizados
tanto para los medios de transporte como para los
de cultivo, deben incluir al menos una sustancia
especifica para gram-positivos, una para gram-ne-
gativos, a la que H. pylori sea resistente y otra con
actividad antifingica.'®

El cultivo se efectué utilizando dos medios
distintos, el Skirrow y el medio casero elaborado en
nuestrolaboratorio.Lasdiferenciasenel crecimiento
y el estado fisiologico de la bacteria pueden deberse
a que la base anaerobia Wilkins Chalgren es mads
rica que la base utilizada para el Skirrow, ya que se
encuentra suplementada con hemina, L-arginina
y glucosa. De igual forma, el medio Skirrow no
contiene un agente antifingico, por lo que puede
tener mayor riesgo de contaminacién por hongos.
Sin embargo, consideramos que su empleo es
conveniente debido a que uno de los contaminantes
mas habituales de las muestras para cultivo de H.
pylori son los lactobacilos. Estas bacterias son
naturalmente resistentes a todos los antibidticos
presentes en ambos medios; sin embargo, se
observo un crecimiento deficiente en el Skirrow, por
ser un medio menos nutritivo. Con base en estas
observaciones, nuestra recomendaciéon es utilizar
ambos medios durante el aislamiento y solamente
el medio casero para la amplificacion de la bacteria
necesaria para la realizacién de PSA, extraccion de
ADN u otras aplicaciones. A pesar de que la literatura
concuerda en que la atmosfera ideal para cultivar H.
pylori es la microaerofilia,' un estudio reporté que
el cultivo en condiciones de anaerobiosis aumento
el porcentaje de recuperacion.?’ Sin embargo, este
no fue el caso en este trabajo, por lo que se decidi6
dejar de lado esta alternativa y centrarse en el
cultivo microaerofilico.

En este estudio se obtuvo una recuperacién del
61.4%; sin embargo, los porcentajes de recuperacion
reportados en las experiencias de otros laboratorios
son muy heterogéneos y dependen de las variables
citadas anteriormente (composicion de medios de
transporte y cultivo, experiencia del endoscopista
en la toma de muestra, tiempo de procesamiento) y
de la experiencia del laboratorio en general. Nuestra
recomendaciéon es que, con base en protocolos
previamente descritos, cada laboratorio estandarice
las condiciones que le permitan un buen porcentaje
de recuperaciéon y una implementaciéon adaptada a
sus actividades de rutina.

Entre los diferentes métodos de diagnostico
de H. pylori a partir de biopsias, es decir, la RUT,
la histologia y el cultivo, no hay un consenso de
cudl de ellas es el estdndar de oro y cada una tiene
ventajas y desventajas. La RUT se caracteriza por
ser rapida, barata y de facil interpretacion, mientras
que el estudio histolégico permite detectar no solo
la presencia, sino también la extension del danoy el
tipo de lesién asociada a la infeccion. Sin embargo,
es mds costosa en tiempo y dinero y requiere un
laboratorio especializado en procesamiento de
tejidos. Ademads, algunos expertos cuestionan la
identificacién a nivel de especie de una bacteria
Unicamente por morfologia en una tincién simple.
Por otro lado, tedricamente el cultivo tiene una
especificidad del 100% y una vez que se obtiene el
aislamiento, es posible efectuar pruebas adicionales
de caracterizacion tales como PSA o presencia de
determinados factores de virulencia.Las desventajas
son la variabilidad del resultado, su dificultad por
los requerimientos metabdlicos de la bacteria, el
costo y el tiempo para obtener un resultado (que
ronda aproximadamente los 10 dias).

Debido al reducido tamano de muestra y a que
no hay un estandar de oro entre los tres métodos, no
se calcularon valores predictivos positivos o negativos
ni de sensibilidad y especificidad, sino que se calcul6
el nivel de concordancia entre el cultivo y la RUT
mediante el coeficiente kappa de Cohen y se encontro
dentro del rango de concordancia moderada (0.41-
0.60). De igual forma, se observé que, al combinar
los resultados de ambas pruebas, se incremento el
porcentaje de deteccion de la infeccion en 4%. En
solamente uno de los casos con RUT positiva, no
fue posible obtener el cultivo. Entre las razones que
podrian causar un falso negativo en el cultivo, estan
la contaminacién excesiva que no permita aislar
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exitosamente las colonias de H. pylori, un estado
fisiologico alterado de la bacteria y una baja carga
bacteriana, tratamiento reciente con antibiéticos o
IBP, entre otros. Por otro lado, también se presentaron
RUT negativas en casos donde se logré obtener un
cultivo. La RUT puede dar resultados falsos negativos
por varias causas aparte del uso previo de antibiéticos,
IBP o presencia de MI extendida. Estos incluyen la
distribucién heterogénea de la bacteria en la mucosa
o la presencia de sangrado de tracto digestivo alto.?"
22 Se deben tener en cuenta algunas consideraciones
para aumentar la sensibilidad de la prueba. Por
ejemplo, tomar muestras del cuerpo del estémago
cuando el paciente tenga una ulcera gastrica, debido a
que en estos casos, hay una alta probabilidad de atrofia
glandular y MI en el antro que disminuye la presencia
de la bacteria.”® Por otro lado, la contaminacién con
formalina de las pinzas con las que se toma la biopsia
es un factor que ha sido mencionado como causante
de falsos negativos, pero los resultados no han sido
concluyentes.? > Los falsos positivos son raros y se
presentan por sobrecrecimiento de contaminantes
ureasa positivos y la forma de evitarlos es la adicion
de algln agente antibacteriano en el reactivo.?

Con respecto a los diagndsticos endoscopicos
y su relacion con el resultado del cultivo, la mayor
recuperacion se obtuvo en pacientes con gastritis
eritematosa y cronica superficial. Estas son las
patologias en las que se esperaria encontrar una
mayor carga bacteriana, en comparacion con estadios
mas avanzados de la cascada de Correa como la atrofia
y la MI, donde el habitat de la bacteria esta alterado,
especialmente con respecto a la secrecion de acido.

En conclusién, este trabajo demuestra que
la realizacion del cultivo de H. pylori en Costa Rica
es factible ante las condiciones de nuestro pais y
recopila las indicaciones basicas para que otros
laboratorios puedan implementar la técnica. El
cultivo de H. pylori a partir de biopsias gastricas
no es necesario en todos los casos como método
diagndstico, ya que existen otras alternativas mas
convenientes en tiempo, costo e invasividad. Sin
embargo, como complemento de otros métodos,y en
casos particulares como los pacientes que presentan
cepas resistentes a antibiéticos, es una herramienta
fundamental para un abordaje 6ptimo del paciente
que resulte en la mejor atencién posible.
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